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Biolégiai karakterizalas

* Allatkisérleteknek nincs értelme — az antitestek fajspecifikusak
* A bioldgiai karakterizalast a klinikai vizsgalat koveti

* Nagy a hangsuly az 6sszes hatasmechanizmust korrektal
modellez6 modszerek eredményein

— Biohasonldsag igazolasa




1. Kotési 2. Funkcionalis

antig_énkétés ¢ antigén e Fab régiéhoz
A * Fcy receptorok kapcsolddd funkcidk
* FcRn receptorhoz * neutralizacid
ey 22 * receptor aktivacio, pl.
’ t?mple,m?é];k(;to proliferaciogatlas
epesse , e, , q .
P &% * Fcrégidhoz kapcsolddo
- effektor funkcidk
* ADCC (antitestfugg6 sejtes
citotoxicitas)
HOOG  GOOH * CDC (komplementfiliggd
Fc-fiiggo effektor funkciok citotoxicitas)

* Stb.



Surface Plasmon Resonance (SPR)

Kot6dés hatasara megvaltozik a felszin (valtozas a refraktiv
indexben)

A valtozas aranyos a felszinre kot6dott anyag mennyiségével

El6nyok:
* Nem szukséges jeloles

* Folyamatos kovetés (real time)

* Olyan adatok szamolhatok vele,
melyek a kotést jellemzik

Hatrany: immobilizalas sztkséges

Megvalaszolhatod kérdések: 1 I 1 1 1 ||m

* Mennyire specifikus a kotédés? Egyensiily

* Milyen gyors a kélcsdnhatas (k,)? Disszocidcio (kg)

Asszociacio (k,)

* Milyen stabil a komplex (k,)?

* Milyen er6s a kélcsénhatas (K;)?
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Sejtalapu biologiai vizsgalatok

* A sejteken a hatdanyag altal kivaltott

L] V4 o 7/
— Proliferacio I B rertper=
Equ_atiqn: y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)"p)
. /7 « 7/ Weighting:
— Receptoraktivacio | R .
, . Chi*2/DoF =2.2154
— A t 60 — R"2 = 0.99243
p O p O Z I S Al 22.09543 +0.64478
A A2 63.37981 +0.76899
x0 0.05739 +0.00443

— Sejtpusztulas

p 0.98692 +0.07283

50 4
— Citokintermelés
— Génexpresszio S 40
— stb.

30 4

— EC50 valtozékonysaga 20

R | L | AL L
1E-3 0.01 0.1 1

Drug, ug/ml



Megoldas: referenciahoz viszonyitott, relativ mérések

"""""" same asymptotic
values

response

" curves parallel :
constant displacement
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Linearis, 4 PL és 5 PL modell
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Response

Ha a gorbék nem parhuzamosak

Unrestricted Model Unrestricted Model Unrestricted Model
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Proliferacios bioassay

Az NFS60 egér leukémia
sejtekben a pegfilgrasztim
proliferaciot indukal

* 96 oras pegfilgrasztim kezelés,
AlamarBlue detektalas

* Ertékelés: ,parallel line”
analizis

NFS60 sejtek kitltetése

Pegfilgrasztim kezelés

Proliferacio

Detektalas:
AlamarBlue

Ertékelés

&7 treatment 3

||||||
nnnnnnn
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F6 hatasmechanizmusok, példa: rituximab

ADCC

Direct Effects

Alterations in intracellular signaling
Inhibition of function of growth factor receptors
Inhibition of function of adhesion molecules

Signaling
Cascades

Myeloma Cell

Cell Death
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Apoptozis

Apoptotic bodies and

Normal cell Condensation Fragmentation .
Secondary necrosis




Apoptozis

e CD20 kotese altal kivaltott
folyamat

* 4 napos vizsgalat
e AlamarBlue detektalas
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Komplementfiggd citotoxicitas (CDC)
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Komplementfiggd citotoxicitas (CDC)

e CD20-at hordozo célseijt il\k

* Rituximab kotodése ’ ‘:\
natasara aktivalodik a N
komplement-rendszer ‘
-2 membrankarosito

komplex (MAC) -2 lizis }\I

e Detektalas: AlamarBlue
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Hagyomanyos antitestfliggd sejtes citotoxicitas (ADCC)

EFFEKTOR * CD20-at hordozd célsejtek

* FcyRllla-t hordozo természetes
Ol6sejtek

e Arituximab az antigénhez és az
Fcy receptorhoz kétédese altal

dsszekapcsolja a sejteket, és

Perforin aktivalja az OlGsejtet
Granzim B

e Hatasara citotoxikus fehérjéek
szabadulnak fel = lizis

TARGET
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Hagyomanyos ADCC bioassay

Végpontja: citotoxicitas

Effektorsejtek: PBMC vagy
sejtvonalak

Variabilitas
Reprodukalhatésag problémas
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Riportergénes ADCC bioassay

NFAT-RE luciferase bioassay

Targat Colls

Engineered Jurkat
Effector Cells

Yy

NFAT
pathway

Luc| &
"

l NFAT-RE
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Az ADCC bioassay kivitelezéese

I 'x.
/) {:\' \ Response
induction
mAb N Engineered In
N | ,lxjx‘( Effector cells in (6-20 hr)
' thaw-and-use
format

Bio-Glo™ Assay Reagent

Receptor antigen-
expressing Target /
cells, thaw-and-use or

continuously cultured

cells
Glo
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Diagram For Conformational Comparability Array

%ayBridge
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U ArayBridge Technology Development

e —|
e Individual peptides to raise
1 ! Polyclonal antibodies.

mAb Amino Acid Sequence

Antibody amino acid sequence is used to design the
antibody array with overlapping regions to cover the
whole mAb molecule
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Diagram of the Sandwich ELISA

Streptavidin
HN C_C NH Horse Radish

Peroxidase

Oxidized TMB

O

Biotinylated

Anti-human IgG

A

\N

Therapeutic

ntibody

N

Anti-peptide

Protein

Antibody

26



%ayBridge

Conformational Array Can Detect Differences Not Detected by Bioassay

B mAb1 Reference

B mAb1 pH4 50°C (Bioassay shows difference)
2,5

" mAb1 pH6 50°C (Bioassay No Difference)

mKLH

OD 450 nm

Abl Ab2 Ab3 Ab4 Ab5 Ab6 Ab7 Ab8 Ab9 Ab10

Abl1l

Ab12

Blank
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